A B S T R A C T

Objective
The present study was conducted in order to determine the caffeine levels in different brands of commercially available guaraná powder.
Methods
The analytical methodology involved extraction with water, clean-up with saturated basic lead acetate solution and determination by high performance liquid chromatography with diode array detector (200-400nm). 39 samples were purchased in the cities of Campinas and Ribeirão Preto, SP, between December 2003 and January 2004 and analyzed.
Results
The caffeine levels in the samples varied widely ranging from 9.52 to 36.71mg/g, probably due to differences in the origin of the raw material and to the types of processing that the guaraná seeds are submitted to. In comparison to coffee, traditional source of caffeine in the diet, it is possible to verify that the average caffeine content in guaraná powder is about four times higher than the quantities present in coffee.
Conclusion
Among guaraná powder consumers, this product may be considered as an important source of caffeine in the diet. The association with other products containing caffeine suggests that the guaraná powder consumption should be controlled as the debate regarding caffeine's safe dose of intake remains.
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I N T R O D U Ç Ã O
A cafeína, um derivado metilado de bases purínicas estruturalmente identificada como 1,3,7-trimetilxantina, é considerada como a substância psicoativa mais consumida em todo o mundo, por pessoas de todas as idades, independentemente do sexo e da localização geográfica [1] [2] [3] [4] . Esse alcalóide está presente na natureza em mais de 63 espécies de plantas, entre elas, o guaranazeiro, que apresenta os maiores teores de cafeína, principalmente nas sementes.
A relação entre o consumo de cafeína e o possível desenvolvimento de algumas doenças tem despertado, há muito tempo, o interesse de pesquisadores. Embora muitas pesquisas tenham sido feitas, ainda não existem evidências de que quantidades moderadas de cafeína (aproximadamente 300mg/dia) sejam prejudiciais à saúde de um indivíduo normal 5, 6 . No entanto, um consumo superior a 400mg por dia pode levar ao chamado "cafeinismo", cujos sintomas mais comuns são ansiedade, inquietação, irritabilidade, tremores, perda de apetite, tensão muscular e palpitações no coração 1, 2, [4] [5] [6] [7] [8] [9] [10] [11] . Café, chá, produtos de chocolate e alguns refrigerantes são considerados mundialmente como as principais fontes de cafeína na dieta 2, 3, 5, 12, 13 . Secundariamente, o mate, o guaraná e vários medicamentos, como emagrecedores, diuréticos, estimulantes e analgésicos, também contribuem para a sua ingestão 6, 12 .
Entende-se por guaraná os frutos extraídos de Paullinia cupana H.B.K. Typica e Paullinia cupana variedade sorbilis (Mart.) Ducke, ambas pertencentes à família das Sapindáceas e nativas da Amazônia. O guaraná em pó, forma como o produto normalmente é comercializado, é resultante da semente finamente triturada, moída ou pilada após secagem. O Brasil é praticamente o único país a produzir guaraná em escala comercial em cultivos racionais e sistemáticos. Os principais estados produtores são Bahia, Amazonas, Mato Grosso, Acre e Pará 14 . A quantidade de cafeína no guaraná em pó pode variar de acordo com a procedência da matéria-prima (região de plantio), o método de cultivo, presença de contaminantes químicos e métodos de secagem 15 .
Entre as várias técnicas disponíveis para a análise de cafeína em alimentos, a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) tem sido amplamente utilizada, em diversas matrizes, devido à sua rapidez e eficiência [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [23] [24] [25] [26] .
Apesar de o guaraná ser conhecido e utilizado pelos indígenas brasileiros há muito tempo, não existe na literatura dados disponíveis quanto aos níveis de cafeína em guaraná em pó. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo determinar os teores de cafeína em diferentes marcas de guaraná em pó disponíveis comercialmente. Pesaram-se 10g de pó de guaraná num béquer de 250mL, que foram misturados a 200mL de água destilada. A solução foi filtrada por gravidade em um funil de papel com papel de filtro. Em seguida, tomou-se uma alíquota de 20mL do filtrado e procedeu-se à limpeza da amostra. Adicionaram-se 6mL de uma solução saturada de acetato de chumbo básico, centrifugando-se as amostras a 1057,5 x g por minuto durante 5 minutos. Retirou-se o sobrenadante e nele adicionou-se bicarbonato de sódio (0,1g/10mL água). A solução resultante foi novamente centrifugada por 5 minutos a 1057,5 x g por minuto. Ao sobrenadante foi adicionado HCl (ácido clorídrico) 1,0 M, de modo a obter um pH ácido (ao redor de 4). Essa solução foi então completada com água destilada para 100mL num balão volumétrico e injetada no cromatógrafo.
M É T O D O S
As análises foram feitas por CLAE. Para tanto, foi utilizado um equipamento Waters constituído por uma bomba quaternária modelo 600, injetor automático modelo 717, acoplado a um detector de arranjo de diodos modelo 996 (detecção e quantificação da cafeína a 272nm). Para a separação da cafeína foi empregada uma coluna cromatográfica Novapack C18 (150 x 3,9mm d.i., partículas de 4µm). A fase móvel utilizada na separação foi composta de acetonitrila--água (10:90,v/v), a uma vazão constante de 1,0mL/min. O volume de injeção foi de 20µL.
O método utilizado para a quantificação de cafeína nas amostras foi o da padronização externa. A partir de uma solução estoque contendo 1,0mg/mL de cafeína, obteve-se por diluição com água a faixa de concentrações desejadas (0,04 a 0,5mg/mL). A curva de calibração traçada mostrou-se linear dentro das concentrações de trabalho. O limite de detecção (expresso como concentração) foi determinado conforme proposto por Miller & Miller 27 .
A identificação da cafeína nas amostras foi efetuada por comparação dos tempos de retenção dos picos de interesse e de seus respectivos espectros de absorção (200-400nm), com aqueles obtidos para o padrão nas mesmas condições de análise.
Os testes de recuperação foram realizados adicionando-se soluções padrão de cafeína em uma das amostras de guaraná em pó. As fortificações, em três níveis de concentração (10mg/100mL, 15mg/100mL e 20mg/100mL), foram feitas em duplicata. As recuperações foram calculadas pela diferença entre a concentração dos compostos nas amostras fortificadas e não-fortificadas. Os resultados analíticos reportados não foram corrigidos em função da porcentagem de recuperação.
R E S U L T A D O S
A Tabela 1 apresenta os valores médios obtidos nos testes de recuperação para os três níveis de fortificação. Esses valores se situaram na faixa de 71,5% a 80,5%. Como pode ser observado a partir desses resultados, não houve perdas significativas durante o procedimento de extração. O limite de detecção para a cafeína foi de 0,04mg/mL. Os cromatogramas obtidos para (a) padrão de cafeína e para (b) uma amostra de guaraná em pó, nas condições de análise, estão ilustrados na Figura 1. Pode-se observar no cromatograma da amostra a boa separação do pico da cafeína, sem compostos interferentes.
A Tabela 2 apresenta os teores médios de cafeína nas diversas marcas de guaraná em pó e a faixa de concentração relativa aos 3 lotes analisados. A concentração média de cafeína encontrada nas amostras situou-se na faixa de 14,18 a 28,79mg/g de pó.
D I S C U S S Ã O
Em função dos resultados obtidos para o limite de detecção, nos testes de recuperação, e da boa resolução do pico de interesse, pode-se considerar que o procedimento de análise adotado 20 mostrou-se adequado para a determinação de cafeína em guaraná em pó. A adição do acetato de chumbo básico durante a extração proporcionou a obtenção de uma solução totalmente límpida, mostrando que o mesmo é um excelente clarificante para a remoção de proteínas solúveis e outras substâncias interferentes.
Como pode ser observado na Tabela 2, as quantidades de cafeína nas amostras de guaraná em pó variaram tanto entre marcas quanto entre lotes de uma mesma marca, sendo que os coeficientes de variação entre lotes situaram-se na faixa de 4,5% a 30,6%. As diferenças apresentadas, possivelmente, se devem à procedência e processo a que a matéria-prima foi submetida. Empresas varejistas muitas vezes adquirem o pó de diferentes fornecedores e o embalam sob uma determinada marca comercial. Dessa forma, o produto final pode ser resultante de uma mistura de sementes oriundas de diferentes regiões produtoras do País.
Na literatura científica não existem dados disponíveis quanto à concentração de cafeína no guaraná em pó. Os dados encontrados são referentes apenas à sua presença em refrigerantes de guaraná (1,1mg/100mL) e xaropes (<0,01 a 86,40mg/100mL) 25, 26 . Dessa forma, em função do crescente consumo de guaraná em pó pela população brasileira nos últimos anos e sua associação com o consumo de demais produtos que contêm cafeína, a determinação da quantidade média deste alcalóide no produto em questão é importante para avaliar a contribuição do guaraná em pó como fonte de cafeína na dieta.
Ao comparar os níveis médios de cafeína encontrados no presente estudo com aqueles determinados por Camargo & Toledo 20 para o pó de café (7,59mg/g), fonte tradicional de cafeína na dieta, verifica-se que cerca de 50% das amostras analisadas apresentaram teores de cafeína, aproximadamente, três vezes maior.
Dessa forma, um indivíduo, ao seguir a orientação do fabricante para o consumo diário de guaraná em pó, que é de 3 a 15g, poderá ingerir até 551mg de cafeína. Isso significa que um consumidor freqüente de guaraná em pó, independentemente de ingerir conjuntamente outras fontes de cafeína na dieta, poderá apresentar sintomas característicos do "cafeinismo", que, conforme o dito anteriormente, pode provocar ansiedade, inquietação, irritabilidade, tremores, perda de apetite tensão muscular e palpitações no coração.
Os resultados obtidos no presente estudo mostraram a grande variabilidade existente em relação ao teor de cafeína nas diferentes marcas de guaraná em pó disponíveis no comércio. Verificou-se também que, em média, a quantidade deste alcalóide no guaraná é maior do que no café. Entre os consumidores de guaraná em pó esse produto pode ser considerado como uma importante fonte da cafeína na dieta. Com isso, conclui-se que o consumo de guaraná em pó deve ser controlado, uma vez que controvérsias persistem quanto à dose segura de ingestão de cafeína.
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